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RESUMEN 
Detección de fluorescencia en sistemas modelo con-
teniendo aldehidos: relación con la alteración de pesca-
do. 
En estudios previos se llevó a cabo la deteœion de œmpuestos 
de interacción a través de sus propiedades fluorescentes a distintos 
máximos de excitación/emisión durante el procesamiento de pescado, 
observándose un desplazamiento de la fluorescencia a longitudes de 
onda mayores como resultado del incremento de la alteración. En el 
presente trabajo se chequearon distintos tipos de aldehidos al objeto 
de comparar su capacidad para formar compuestos fluorescentes de 
distintas longitudes de onda en relación con el procesamiento de pes-
cado. Dichos aldehidos (formaldehido, FA; acetaldehido, AcH; propa-
nal, Pr; hexanal, Hex; 2-hexenal, Hx; benzaldehido, BzH) se hicieron 
reaccionar con músculo de sardina (Sardina pilchardus) desmenu-
zada y con n-propilamina a 30°C en oscuridad durante 25 días. 
Con el aumento del tiempo de reacción, todos los aldehidos es-
tudiados mostraron capacidad para producir un desplazamiento a 
mayores longitudes de onda de la fluorescencia detectada. Sin 
embargo se observaron distintas aptitudes, de acuerdo con la es-
tructura y la reactividad de cada aldehido. El desplazamiento fue 
especialmente pronunciado en los casos de Hx y AcH, mientras 
que fue bastante pequeño con FAy BzH. En una situación inter-
media se situaron Pr y Hex, en los que al igual que durante la al-
teración de pescado, se observó un incremento en la relación 
entre las fluorescencias detectadas a 393/463 nm y 327/415 nm 
al avanzar el tiempo de reacción. 
PALABRAS-CLAVE: Aldehido — Amina — Fluorescencia — 
Interacción — Oxidación lipídica. 
SUMMARY 
Fluorescence detection In aldehyde containing model 
systems: Relationship with fish deterioration. 
In previous studies interaction compounds formation was 
accomplished by fluorescence detection at different excitation/ 
emission wavelength maxima during fish processing. Afluorescence 
shift towards higher wavelength maxima was then obtained as a 
result of damage increase. In the present work, different aldehydes 
were tested in order to compare their ability in producing 
fluorescent compounds with similar properties to the ones obtained 
during fish processing. Aldehydes (formaldehyde, FA; acetaldehyde, 
AcH; propanal, Pr; hexanal, Hex; 2-hexenal Hx; benzaldehyde, 
BzH) were reacted in model systems with sardine (Sardina 
pilchardus) muscle and with n-propylamine at 30°C in dark during 
25 days. 
Afluorescence shift was detected for all the aldehydes investigated 
as long as the reaction time increased. Great differences were 
observed between aldehydes, according to their chemical structure 
and reactivity. A sharp shift was detected for Hx and AcH, while 
little changes were observed in the cases of FA and BzH. As in the 
case of fish processing, Pr and Hex showed an increasing ratio 
between fluorescences detected at 393/463 nm and 327/415 nm 
as long as the reaction time increased. 
KEY-WORDS: Aldehyde -
— Lipid oxidation. 
1. INTRODUCCIÓN 
-Amine — Fluorescence — Interaction 
El procesamiento de los alimentos puede llevar a 
la formación de una amplia gama de productos de 
oxidación lipídica (Hsieh y Kinsella, 1989, Flick et al., 
1992). Los aldehidos representan la fracción más im-
portante de los productos de oxidación secundaria, 
por lo que se han realizado numerosos esfuerzos para 
su determinación (Tappel, 1980, Esterbauer, 1982, 
Chiba et al., 1989). Debido a su gran reactividad, los 
aldehidos tienen facilidad para interaccionar con los 
constituyentes nucleófilos del tipo amino (proteínas, 
peptides, aminoácidos libres, fosfolípidos aminados) 
presentes en los alimentos produciendo pardeamiento 
(Pokorny, 1981, Zamora e Hidalgo, 1992), cambios de 
aroma (Pearson et al., 1977, Yasuhara y Shibamoto, 
1995) y pérdidas de nutrientes esenciales (Nielsen et 
al., 1985, Hidalgo et al., 1992) durante el procesamiento 
y el almacenamiento. 
El método más empleado para la detección de 
estos compuestos de interacción ha sido ei que se 
basa en sus propiedades fluorescentes. Durante 
muchos años los estudios de fluorescencia han sido 
llevados a cabo a un solo máximo de excitación/ 
emisión (Leake y Karel, 1985, Smith et al., 1990, Lu-
bis y Buckle, 1990), llegándose a considerar esta 
medición como una herramienta complementaria de 
otras medidas más desarrolladas a la hora de deter-
minar el grado de alteración de los alimentos (Mel-
ton, 1983, Kim y Labella, 1987). 
En investigaciones previas realizadas en nuestro 
equipo se han estudiado las alteraciones de pesca-
do durante el procesamiento a través de distintos va-
lores de fluorescencia de los compuestos de 
interacción formados (Aubourg et al., 1992a, 1992b, 
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1995). En la medida que cada vez se iban estudian-
do muestras de pescado más alteradas, el máximo 
de fluorescencia se iba desplazando a longitudes de 
onda mayores. La determinación de este desplaza-
miento de la fluorescencia como la relación entre dos de 
estos máximos de fluorescencia (393/463 nm y 327/415 
nm) se correlacionó satisfactoriamente con el tiempo de 
almacenamiento y otros índices de calidad (Aubourg 
eía/., 1996,1997). 
En el presente trabajo se chequearon distintos ti-
pos de aldehidos, al objeto de estudiar su capacidad 
para formar compuestos de interacción con las mis-
mas propiedades fluorescentes (mismos máximos de 
excitación/emisión) que las detectadas durante la al-
teración de pescado. Los ensayos se realizaron en 
sistemas modelo a 30°C, empleando n-propilamina y 
músculo de sardina como fuentes de compuestos 
nucleófilos. A partir de los resultados se discuten fac-
tores como la longitud de la cadena y grado de insa-
turación del aldehido empleado, así como el tiempo 
de reacción. 
2. PARTE EXPERIMENTAL 
En el desarrollo del presente trabajo se emplearon 
reactivos de grado analítico (E. Merck, Darmstadt, 
R. F. Alemana). 
2.1. Sistemas modelo aldehido-músculo de 
pescado 
Tres docenas de sardina fresca (Sardina pilchardus) 
se dividieron en tres lotes, al objeto de estudiarlos 
separadamente. Dentro de cada lote, el músculo 
blanco de sardina se separó y desmenuzó. Asimis-
mo, se prepararon disoluciones 0'5 M de etanol 
acuoso al 86% de cada uno de los siguientes aldehi-
dos: formaldehido (FA), acetaldehido (AcH), propa-
nal (Pr), hexanal (Hex), 2-hexenal (Hx) y 
benzaldehido (BzH). 
Se mezclaron porciones de sardina desmenuzada 
(4 g) con 10 mi de disolución de cada uno de los al-
dehidos. Las mezclas de reacción se mantuvieron a 
30°C en oscuridad en tubos cerrados y a tiempos de-
finidos (1, 7 y 25 días) se sometieron al análisis por 
fluorescencia. Paralelamente se analizaron blancos 
consistentes en cada uno de los reactivos de partida 
(músculo de sardina y aldehidos) que fueron someti-
dos a las mismas condiciones de reacción. 
2.2. Sistemas modelo aldehido-propilamina 
Se preparó una disolución O'l M de n-propilamina 
(Pam) y disoluciones 0'5 M de cada uno de los alde-
hidos (FA, AcH, Pr, Hex, Hxy BzH) en etanol acuoso 
al 86%. 
Diez mi de disolución de cada aldehido se mez-
claron con 10 mi de disolución de propilamina y con 
10 mi de etanol acuoso al 86 %. Las mezclas se in-
cubaron a 30°C en oscuridad en tubos cerrados y a 
tiempos definidos (1, 7 y 25 días) se sometieron al 
análisis por fluorescencia. Las mezclas de reacción 
se llevaron a cabo por triplicado a lo largo de todo el 
experimento. Asimismo se analizaron blancos con-
sistentes en los reactivos de partida (Pam y aldehi-
dos) que fueron sometidos a las mismas 
condiciones de reacción. 
2.3. Análisis de fluorescencia 
Las mezclas de reacción conteniendo músculo 
de pescado fueron centrifugadas (3000g durante 10 
minutos) y filtradas. La parte líquida resultante se ex-
puso a la luz UV (350 nm) durante 30s con el fin de 
destruir cualquier resto de retinol presente en el ex-
tracto, y posteriormente fue analizada por fluores-
cencia. En el caso de los sistemas modelo 
conteniendo propilamina, las mezclas de reacción 
se analizaron directamente. 
Los espectros de excitación y emisión de las mez-
clas de reacción se estudiaron en un espectrómetro de 
fluorescencia Perkin-Elmer LS 38. Las medidas se 
realizaron en los siguientes máximos de excitación/ 
emisión: 327/415 nm, 393/463 nm, 479/516 nm y 
528/556 nm. 
Como estándar de fluorescencia se empleó una di-
solución de sulfato de quinina (1 M.g/ml en sulfúrico 0'05 
M). Los valores de fluorescencia se calcularon como la 
relación: F/Fst, donde F es la fluorescencia del medio 
de reacción medida a cada máximo de longitud de 
onda, y Fst es la fluorescencia del estándar en el co-
rrespondiente máximo. El valor ôF se calculó como la 
relación entre los valores de fluorescencia a 393/463 nm 
y 327/415 nm. Las medidas de fluorescencia se realiza-
ron a temperatura ambiente (16-18°C) con cubetas de 
cuarzo de 10 mm de paso de luz. 
2.4. Análisis estadístico 
Los datos correspondientes a los valores de fluo-
rescencia y de ÔF se sometieron al análisis de va-
rianza de una vía (Statsoft, 1994). La significación se 
declaró a p < 0'05. 
3. RESULTADOS 
Los medios de reacción correspondientes a blan-
cos de aldehidos no experimentaron cambios signifi-
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cativos a lo largo del experimento en ninguno de los 
máximos de fluorescencia considerados. Por tanto, 
la evaluación de resultados se centra en las mezclas 
de reacción donde los aldehidos se encuentran en 
presencia de sustancias amínicas (propilamina o in-
cluidas en el músculo de sardina). 
3.1. Sistemas modelo aldehido-músculo de 
Pescado (Tabla I) 
En el caso del blanco de músculo de sardina se 
observa un aumento progresivo en los tres máximos 
a lo largo del tiempo, como resultado de la presencia 
tanto de productos de oxidación lipídica como de 
sustancias nucleofilas. El mismo resultado se obtiene 
para el FA, con la diferencia que el incremento fue mu-
cho mayor en los dos máximos de fluorescencia ma-
yores (393/463 nm y 479/516 nm). 
Tabla I 
Valores de fluorescencia 
(327/415 nm, 393/463 nm y 479/516 nm)* en los 
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El AcH muestra un comportamiento muy distinto 
en los tres máximos de fluorescencia. Después del 
primer día de reacción se observa un gran descenso 
de la fluorescencia a 327/415 nm. El máximo 
393/463 nm refleja un incremento de la fluorescen-
cia detectada hasta el séptimo día, a partir del cual 
se mantiene en un valor constante hasta el final 
del experimento. Finalmente, 479/516 nm muestra 
un incremento constante con el tiempo. 
Los aldehidos Pr y Hex reflejan una respuesta 
muy similar entre sí. A 327/415 nm hay un comporta-
miento irregular con el tiempo de reacción, aunque 
no se producen grandes variaciones. Sin embargo 
en las otras dos determinaciones se obtiene un in-
cremento constante en la medida que aumenta el 
tiempo de reacción. En el caso del BzH también se 
observa un incremento de fluorescencia en los dos 
máximos mayores, mientras que no se detecta 
fluorescencia a 327/415 nm. 
En lo que respecta al Hx tampoco se detecta fluo-
rescencia a 327/415 nm. A 393/463 nm se observa 
un incremento hasta el séptimo día de reacción, 
que es seguido por un descenso al final del expe-
rimento. Sin embargo a 479/516 nm se produce un 
incremento a lo largo de toda la experiencia. 
* Valores medios de tres determinaciones independientes. En cada columna y para 
cada reactivo (aideiiidos y músculo de sardina), los valores seguidos de letras distintas 
son significativamente distintos (p < 0.05). 
** Abreviaturas: MS (músculo de sardina), FA (formaldehido), AcH (acetaldehido), 
Pr (propanal), Hex (hexanal) Hx (2-hexanal) y BzH (benzaldehido). 
*** Nd; No detectado. 
3.2. Sistemas modelo aldehido-propilamina 
(Tabla II) 
Tanto el blanco de Pam como el sistema modelo 
con FA produjeron pocos cambios en la fluorescencia 
desarrollada. El incremento más significativo es el 
de la medida a 479/516 nm para ambos tipos de sis-
tema modelo. 
Una respuesta muy distinta es la proporcionada 
por el AcH y el Hx. Ambos aldehidos experimentan 
un incremento de fluorescencia en los tres máximos 
en las primeras fases de la interacción, que es se-
guido por un descenso en la medida que se continúa 
el curso de la reacción. La desaparición de com-
puestos fluorescentes es especialmente grande a 
327/415 nm y 393/463 nm, llegándose a valores no 
détectables. 
Los aldehidos Pr y Hex mostraron unos resulta-
dos muy similares entre sí. A 327/415 nm se observa 
un incremento en las primeras fases de la interac-
ción seguido de un descenso posterior, a medida 
que avanza el tiempo de reacción. Sin embargo, 
los otros dos máximos experimentan un incremen-
to a lo largo de toda la reacción. Un resultado rela-
tivamente similar es el observado para el caso del 
BzH, aunque los valores son claramente inferiores 
a los de los otros dos aldehidos. 
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Tabla II 
Valores de fluorescencia 
(327/415 nm, 393/463 nm y 479/516 nm)* en los 
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* Valores medios de tres determinaciones independientes. En cada columna y para 
cada reactivo (aldehidos y propilamina), los valores seguidos de letras distintas son sig-
nificativamente distintos (p < 0.05). 
** Abreviaturas: Pam (propilamina), FA (formaldehido), AcH (acetaldehido), Pr (pro-
panal), Hex (hexanal) Hx (2-hexanal) y BzH (benzaldehido). 
*** Nd: No detectado. 
4. DISCUSIÓN 
El presente estudio proporciona una comparación 
entre distintos tipos de aldehidos a la hora de produ-
cir los compuestos fluorescentes detectados durante 
el procesamiento de pescado (refrigeración, cocción 
y esterilización) (Aubourg et al., 1992b, 1995, 1996, 
1997). Como comportamiento general de los aldehi-
dos estudiados, se observó un desplazamiento a 
longitudes de onda mayores de la fluorescencia pro-
ducida de acuerdo con la formación progresiva de 
compuestos de adición con pesos moleculares y nú-
mero de insaturaciones cada vez mayores (Gardner, 
1979, Pokorny, 1977; Kikugawa y Beppu, 1987). 
Acelerados por la temperatura y la reactividad de los 
aldehidos, los compuestos fluorescentes formados 
en las primeras fases de la interacción dan lugar a la 
formación de compuestos fluorescentes con máxi-
mos de excitación/emisión de mayores longitudes 
de onda que sus precursores, obteniéndose de esta 
manera un desplazamiento de la fluorescencia de-
tectada. 
Se ha comprobado que los aldehidos insaturados 
y portadores de funciones oxigenadas llevan a la for-
mación de un alto contenido en compuestos fluores-
centes (Esterbauer et al., 1986, Montfoort et al., 
1987). De acuerdo con estos resultados, en la pre-
sente experiencia el Hx ha experimentado el mayor 
desplazamiento de fluorescencia hacia longitudes 
de onda mayores, tanto en presencia de músculo de 
sardina como de Pam. Otro aldehido que ha produ-
cido un gran desplazamiento de fluorescencia ha 
sido el AcH. En este caso la explicación se puede 
encontrar en su facilidad para la autocondensación y 
posterior interacción con compuestos nucleófilos 
(Fujimoto y Kaneda, 1973) llevando al desarrollo de 
pardeamiento (Suyama y Adachi, 1979) y de fluores-
cencia (Aubourg et al., 1992a). 
Dado el gran desplazamiento de fluorescencia a 
longitudes de onda mayores obtenido en ambos ca-
sos (Hx y AcH), se consideró oportuno el estudio de 
un máximo de fluorescencia adicional (528/556 nm), 
al objeto de seguir la evolución de los compuestos 
fluorescentes y portante el grado de interacción. Los 
resultados (Tabla III) conciernen a los sistemas mo-
delo de ambos aldehidos reaccionando con músculo 
de sardina y con propilamina. Se observó un incre-
mento general hasta el día 7 Después no se obser-
varon diferencias significativas, excepto un aumento 
en el caso de la mezcla Hx + MS. 
En un trabajo anterior (Montfoort et al., 1987) se 
estudió la capacidad de distintos aldehidos para for-
mar compuestos fluorescentes al interaccionar con 
liposomas conteniendo fosfatidiletanolamina, única-
Tabla III 
Valores de fluorescencia a 528/556 nm* 




AcH + Pam 
Hx + Pam 
AcH + MS 

















* Valores medios de tres determinaciones independientes. Los valores en la misma fila 
seguidos de letras distintas son significativamente distintos ( p < 0.05). Los valores ini-
ciales para Pam, MSM, AcH y Hx fueron: 2'68, 7'27,2'54 y 2'82, respectivamente. 
** Abreviaturas: De acuerdo con las Tablas I y II. 
mente se detectó la fluorescencia a un máximo y al 
comparar los valores obtenidos por los monoaldehi-
dos saturados se concluyó que en la medida que au-
mentaba su longitud de cadena lo hacía la 
fluorescencia producida. Este efecto fue atribuido al 
creciente carácter lipofílico de las cadenas aldehídi-
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cas al aumentar su longitud de cadena. Sin embar-
go, los presentes resultados han proporcionado con-
clusiones distintas debido a haber estudiado la 
fluorescencia a distintos máximos de fluorescencia. 
Así, se observa que el AcH produce un desplaza-
miento de la fluorescencia bastante mayor que los 
aldehidos Pr y Hex. 
Los estudios de fluorescencia realizados en pes-
cado procesado demostraron una interesante corre-
lación entre el estado de calidad y el valor de la 
relación entre las fluorescencias detectadas a 
393/463 nm y 327/415 nm. El estudio de dicha rela-
ción (ÔF) en la presente experiencia demostró que 
es en los casos de Pr y Hex donde se mantiene un 
incremento gradual a lo largo de la reacción tanto en 
los sistemas modelo con sardina como con Pam. En 
dichos resultados (Tabla IV) pueden comprobarse los 
valores superiores del Pr frente al Hex para ambos 
tipos de sistema modelo, de acuerdo con la mayor 
reactividad del primero (Allinger et al., 1971). Estos 
dos aldehidos (Pr y Hex) son conocidos en ios estu-
dios de oxidación lipídica por formarse a partir de los 
ácidos poliinsaturados de las series co3 y 0)6, respec-
tivamente (Frankel et al., 1989, Frankel y Tappel, 
1991). La determinación de Hex ha sido incluso pro-
puesta como medida del estado de calidad en alimen-
tos (Melton, 1983, Jeon y Bassette, 1984). Los 
resultados del presente trabajo demuestran una intere-
sante relación entre la presencia de ambos aldehidos y 
el valor SF encontrado durante la alteración de pesca-
do. 
Dentro del procesamiento de especies marinas, 
el FA es conocido por formarse durante la congela-
ción de gádidos, llevando a la formación de enlaces in-
ter e intramoleculares en cadenas proteicas (Castell et 
músculo de sardina, dichos compuestos fluorescen-
tes pueden formarse. 
Por su parte el BzH ha demostrado una capaci-
dad muy baja para formar compuestos fluorescentes 
en los máximos estudiados tanto en los sistemas 
con músculo de sardina como con propilamina. La 
razón puede encontrarse en el hecho de que el BzH 
es un aldehido poco reactivo, debido a soportar el 
carbono carbonílico una carga positiva relativamen-
te baja y tener por tanto rebajada su nucleofilicidad 
(Allinger ef a/., 1971). 
Los presentes resultados demuestran el interés 
por la detección de fluorescencia a distintos máxi-
mos de longitud de onda como medida de la forma-
ción de compuestos de interacción entre productos 
de oxidación lipídica y compuestos amínicos. Duran-
te el procesamiento de alimentos, esta medida pue-
de ser especialmente útil al tratarse de sustratos con 
un alto contenido en lípidos insaturados y en com-
puestos aminados, como es el caso de las especies 
marinas, conocidas por poseer una gran proporción de 
ácidos grasos poliinsaturados (Ackman, 1989) y de 
aminoácidos básicos tales como lisina (Navarro, 
1991). 
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Tabla IV 
Valores 5F* obtenidos por reacción de propanal y 
hexanal con n-propilamina y músculo de sardina ** 
Mezcla de 
Reacción 
Pr + Pam 
Pr + MS 
Hex + Pam 

















* 5F: Relación de valores de fluorescencia medidos a 393/463 nm y 327/415 nm. Valores 
medios de tres determinaciones independientes. Los valores en la misma fila seguidos 
de letras distintas son significativamente distintos ( p < 0.05). Los valores iniciales de Pr, 
Hex, Pam y MS fueron: 1 '27,1'58,2'06 y 1'03, respectivamente. 
** Abreviaturas: De acuerdo con las Tablas I y II. 
a/., 1973, Sotelo et al., 1995). A pesar de su alta reacti-
vidad, la Tabla II demuestra su baja capacidad para 
formar compuestos fluorescentes del tipo de los de-
tectados durante la alteración de pescado. Sin em-
bargo, la Tabla I demuestra que en presencia de 
otros productos de oxidación producidos a partir del 
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